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Abstract. The present work was carried out to study the effect of some plant methanol
extracts and essential oils on lipid peroxidation in simple in vitro systems. The tested
extracts were obtained from four plants, commonly known in the Mediterranean area,
autochthonous in Sardinia, as Artemisia arborescens, Calycotome villosa, Daphne
gnidium or exotic naturalised in the island as Eucalyptus globulus. We investigated the
activity of the extracts during both the autoxidation and the iron or EDTA-mediated
oxidation of linoleic acid at 37°C in absence of solvent, and compared it with that of
BHT, a-tocopherol and EDTA. During linoleic acid autoxidation all the extracts were
active, showing an antioxidant activity growing in the order: BHT > α-tocopherol >
Daphne gnidium (methanol extract) > Eucalyptus globulus (essential oil) > Calycotome
villosa (essential oil) > Artemisia arborescens (essential oil and methanol extract) >
Calycotome villosa (methanol extract). None of them showed any prooxidant activity.
During the iron-catalysed oxidation of linoleic acid the oils were not active, while all
the methanol extracts showed some efficiency to prevent the oxidation process.
Keywords: antiossidanti, Artemisia arborescens L., Calycotome villosa L., Daphne
gnidium L., Eucalyptus globulus Labill., estratti naturali.
INTRODUZIONE
La perossidazione lipidica è uno dei principali fattori che determina il deterioramento
dei prodotti alimentari e cosmetici nelle varie fasi di produzione, trasporto ed immagaz-
zinamento, portando alla degradazione ossidativa dei grassi insaturi in essi contenuti.
L’ingestione e l’assorbimento dei prodotti della degradazione ossidativa dei lipidi
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sembrano inoltre essere correlati all’insorgenza di varie condizioni patologiche [1,2]. Il
controllo di questo processo risulta estremamente importante sia per le implicazioni sulla
salute dell’uomo che per la componente economica, in quanto l’irrancidimento dei grassi
determina la perdita di qualità del prodotto. Nell’industria alimentare e cosmetica, per
aumentare la stabilità dei prodotti, vengono utilizzati vari antiossidanti di sintesi come il
butilidrossitoluene (BHT), il butilidrossianisolo (BHA) ed il terzbutilidrochinone (TBHQ),
che vengono addizionati ad una concentrazione di 100-400 ppm [3]. Seppure altamente
efficaci nell’azione di protezione, l’introduzione di questi composti con la dieta sembra
essere correlata ad una serie di effetti tossici. È stata infatti dimostrata, su animali da
esperimento, una certa attività cancerogena del BHT e del BHA [4-6]. Pertanto un grande
interesse è stato rivolto negli ultimi anni verso la ricerca e l’utilizzo di antiossidanti
ottenuti da fonti di origine naturale. È stato dimostrato che un gran numero di estratti
naturali di valore commerciale (succhi di frutta, vini, tè) possiedono proprietà antiossidanti.
In generale gli estratti di numerose piante, anche non officinali, possono essere conside-
rati preziose fonti di antiossidanti naturali. Fra le sostanze biologicamente attive presenti
negli estratti naturali vi sono flavonoidi, catechine, cumarine, tocoferoli, tannini, mole-
cole aventi il gruppo fenolico nella loro struttura. Possono essere inoltre presenti acidi
organici, diterpeni, carotenoidi, idrolizzati proteici, che sono in grado di agire come
antiossidanti o di esercitare un effetto sinergico con i composti fenolici.
In questo lavoro è stata valutata l’attività antiossidante di una serie di estratti naturali,
oli essenziali ed estratti metanolici. Gli estratti testati sono stati ottenuti da quattro piante
raccolte in Sardegna, alcune autoctone e caratteristiche della flora mediterranea come
l’Artemisia arborescens L., la Calycotome villosa L. e la Daphne gnidium L., ed una
esotica naturalizzata nell’isola come l’Eucalyptus globulus Labill. Queste piante conten-
gono molti componenti bioattivi ed alcune sono dotate di molteplici attività biologiche
e terapeutiche. Fin dai tempi antichi sono state utilizzate nella medicina popolare, ma ben
poco è noto sulle loro proprietà antiossidanti. L’estratto metanolico fogliare di Daphne
gnidium possiede una discreta attività antibatterica e antimicotica [8,9] ed una buona
tollerabilità cutanea, mentre l’estratto della corteccia induce un danno fotochimico
cutaneo [10]. L’Artemisia arborescens è nota per la sua attività antispasmodica, antipiretica,
antiinfiammatoria ed abortigena [11,12].
La capacità degli estratti di inibire la perossidazione lipidica è stata valutata, in via
preliminare, in semplici sistemi chimici in vitro durante l’autossidazione e l’ossidazione
in presenza di EDTA o FeCl3 di un acido grasso poliinsaturo, l’acido linoleico (18:2), a
37 °C in assenza di solvente. L’andamento dell’ossidazione è stato seguito mediante il
contemporaneo monitoraggio di due parametri: il consumo dell’acido grasso e la
formazione dei sui principali prodotti di ossidazione, gli idroperossidi isomeri. L’attività
antiossidante degli estratti in toto è stata comparata a quella di molecole antiossidanti
pure, di sintesi come il BHT e l’EDTA, o di provenienza naturale, come l’α-tocoferolo.
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MATERIALI E METODI
Reagenti e sostanze chimiche
Tutti i solventi utilizzati, a grado di purezza analitica, sono stati acquistati dalla Merk
(Darmstadt, Germania). L’acido linoleico e il sale di potassio dell’acido etilendiammino-
tetraacetico (EDTA) sono stati acquistati dalla Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO,
USA). Il BHT e FeCl3 sono stati acquistati presso la Carlo Erba (Milano); l’α-tocoferolo
dalla Fluka A G (BUCHS, Svizzera). L’acido 13-idroperossi-9-11-cis,trans-ottade-
cadienoico (13-c,t-HPODE) e l’acido 9-idroperossi-10-12-cis,trans-ottadecadienoico
(9-c,t-HPODE) sono stati acquistati dalla Cascade Biochem. LTD (Londra, UK).
Piante ed estratti
Le seguenti piante sono state raccolte a Burcei (Cagliari) durante il periodo balsamico:
• Artemisia arborescens: olio essenziale ed estratto metanolico ottenuto per ma-
cerazione, ricavati entrambi delle parti aeree fresche della pianta;
• Calycotome villosa: olio essenziale ricavato dalle parti aeree fresche della pianta
ed estratto metanolico ottenuto dalle foglie essiccate mediante estrazione nell’apparec-
chio di Soxhlet;
• Daphne gnidium: estratto metanolico ottenuto dalle foglie essiccate mediante
estrazione nell’apparecchio di Soxhlet;
• Eucalyptus globulus: olio essenziale ricavato dalle parti aeree fresche della pianta.
Procedure estrattive
L’isolamento dell’olio essenziale è stato effettuato mediante distillazione in corrente
di vapore in un apparecchio tipo Clevenger per 5 ore. L’olio essenziale ottenuto è stato
essiccato con Na2SO4 anidro e conservato a 4 °C. Gli estratti metanolici sono stati ottenuti
per completa estrazione nell’apparecchio di Soxhlet per 4 ore o mediante macerazione per
12 ore. Gli estratti metanolici sono stati filtrati ed il solvente è stato allontanato sotto
vuoto. Gli estratti essiccati sono stati conservati a 4 °C. Di ogni estratto è stata effettuata
una analisi quali-quantitativa, mediante tecniche spettrofotometriche e spettroscopiche,
e sono stati isolati i principali componenti [13].
Autossidazione dell’acido linoleico e ossidazione in presenza di EDTA o FeCl3
 
L’autossidazione dell’acido linoleico è stata effettuata secondo la procedura pre-
cedentemente descritta [14]. Brevemente, 0,5 ml di una soluzione di acido linoleico (2
mg/ml in MeOH o n-esano) sono stati portati a secco sotto vuoto ed incubati in bagno
termostatico a 37 °C per 32 ore. Durante l’autossidazione i campioni sono stati esposti ad
illuminazione artificiale costante. I controlli sono stati conservati a 0 °C. In una differente
serie di esperimenti l’EDTA o l’FeCl3 sono stati disciolti insieme all’acido linoleico. 25
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µl di una soluzione di EDTA sale di potassio (1 mg/ml in MeOH) o 54,1 µl di una
soluzione di FeCl3 (100 mg/ml in MeOH) sono stati addizionati a 0,5 ml di una soluzione
di acido linoleico (2 mg/ml in MeOH) ed il volume finale è stato portato ad 1 ml con
MeOH. I campioni sono stati portati a secco sotto vuoto ed incubati in bagno termostatico
a 37 °C o 0°C, rispettivamente per 32 o per 16 ore. Alla fine del periodo di incubazione,
i campioni sono stati raffreddati in ghiaccio e risospesi in 1 ml di miscela CH3CN/0,14%
CH3COOH (V/V). Aliquote di questa soluzione sono state iniettate in HPLC.
Ossidazione dell’acido linoleico in presenza di estratti naturali
Gli oli essenziali e gli estratti metanolici a secco sono stati disciolti in MeOH o n-esano
(1 mg/ml) in funzione delle specifiche solubilità. Differenti concentrazioni di soluzione
metanolica di ciascun estratto, Daphne gnidium (estratto metanolico), Artemisia
arborescens (olio essenziale ed estratto metanolico), Calycotome villosa (estratto meta-
nolico) sono stati preincubati con l’acido linoleico prima della sua autossidazione o
ossidazione in presenza di FeCl3 o EDTA. Differenti aliquote delle soluzioni in n-esano
di Eucalyptus globulus (olio essenziale) e Calycotome villosa (olio essenziale) sono state
addizionate solo prima dell’autossidazione dell’acido linoleico. Il BHT, in soluzione
esanica o metanolica (1 mg/ml), l’EDTA e l’α-tocoferolo in soluzione metanolica (1
mg/ml), sono stati testati come composti di riferimento.
Analisi in HPLC
 L’analisi dell’acido linoleico e degli idroperossidi isomeri HPODE, è stata effettuata
mediante il cromatografo liquido Hewlett-Packard 1050 equipaggiato con un rivelatore
spettrofotometrico a serie di diodi 1040M (Hewlett-Packard, Palo Alto, CA). Per la
separazione di questi composti è stata utilizzata una colonna cromatografica Alltech
Adsorbosphere C18 (Alltech Europa, Eke, Belgio) a fase inversa, con particelle del
diametro di 5 µm, 250 × 4,6 mm, e come fase mobile la miscela CH3CN/H2O/CH3COOH
(70/30/0,12, V/V/V) ad un flusso di 1,5 ml/min. L’acido linoleico è stato rivelato a 200
nm, gli idroperossidi isomeri HPODE a 234 nm. Lo spettro completo dell’eluato (da 195
a 315 nm) è stato registrato ogni 1,28 sec ed è stata eseguita un’analisi computerizzata
degli spettri in derivata seconda con un programma di elaborazione dati Phoenix 3D HP
Chemstation. L’identificazione dei picchi cromatografici è stata effettuata mediante
l’utilizzo di standard di riferimento. Gli spettri UV convenzionali ed in derivata seconda
[15] sono stati utilizzati per confermare l’identificazione dei picchi.
Analisi statistiche
I dati sono stati presentati come medie ± deviazioni standard dei valori ottenuti dalla
triplice analisi di ogni campione in tre esperimenti indipendenti (n = 9). Per evidenziare
la significatività statistica fra le serie dei dati è stata effettuata l’analisi «one-way
ANOVA» che si basa sul metodo di Bonferroni: la soglia per la significatività è il valore
tradizionale (p < 0,05) diviso il numero dei gruppi.
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RISULTATI E DISCUSSIONE
In questo lavoro è stata investigata la capacità antiossidante di una serie di estratti
ottenuti da piante della flora sarda in semplici sistemi lipidici in vitro.
In particolare, è stata studiata l’abilità degli estratti di proteggere l’acido linoleico
dall’attacco dei radicali perossilici che si creano sia durante l’autossidazione che
l’ossidazione dell’acido linoleico in presenza di EDTA o FeCl3. Infatti i principali
prodotti dell’ossidazione dell’acido grasso nei nostri sistemi sono gli idroperossidi
isomeri ed i radicali perossilici che si formano dalla degradazione di questi ultimi,
promossa dagli ioni Fe3+.
Gli oli essenziali di Eucalyptus globulus e Calycotome villosa, entrambi solubili in n-
esano, sono stati studiati soltanto durante l’autossidazione dell’acido linoleico per 32 ore
e l’attività antiossidante è stata comparata a quella dell’antiossidante di sintesi BHT (Fig.
1).
Entrambi gli oli hanno mostrato attività in questo sistema. Una buona inibizione del
processo ossidativo si è avuta a partire da 10 µg (1:100, olio:18:2) per l’Eucalyptus
globulus e da 15 µg (1:50) per la Calycotome villosa, dove si ritrova circa il 70% della
quantità iniziale di acido linoleico.
L’olio essenziale di Artemisia arborescens, gli estratti metanolici di Daphne gnidium,
Figura 1. Autossidazione dell’acido linoleico a 37 °C per 32 ore in presenza di olio
essenziale di Calycotome villosa ed Eucalyptus globulus e BHT. * = p < 0,001 verso 18:2
ox.
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Artemisia arborescens e Calycotome villosa sono stati testati sia durante l’autossidazione
che l’ossidazione dell’acido linoleico in presenza di FeCl3 o EDTA. L’attività di
protezione di questi estratti è stata comparata a quella del BHT, α-tocoferolo ed EDTA.
Durante l’autossidazione dell’acido linoleico (Fig. 2), l’estratto metanolico di Daphne
gnidium si è mostrato il più efficace, ma anche gli estratti di Artemisia arborescens e
Calycotome villosa, sebbene meno efficaci, hanno esercitato una certa protezione.
Un’altra serie di esperimenti è stata effettuata utilizzando concentrazioni più basse di
estratto metanolico di Daphne gnidium, BHT e α-tocoferolo (Fig. 3). L’estratto metanolico
fogliare di Daphne gnidium si è dimostrato il più potente di tutti gli estratti testati nel
proteggere l’acido linoleico dalla degradazione autossidativa, esercitando una buona
protezione a partire da 2,5 µg (1: 400), dove si ritrova circa il 70% di acido linoleico
iniziale. L’addizione di una piccola quantità di EDTA al sistema ha incrementato l’attività
di protezione di tutti i materiali testati (dati non riportati), portando ad una completa
inibizione del processo ossidativo. L’estratto metanolico di Artemisia arborescens si è
dimostrato attivo in entrambi i sistemi, ma non ha mai esercitato una completa protezione
dell’acido grasso.
Durante l’ossidazione dell’acido linoleico catalizzata dal ferro (Fig. 4), quasi tutti gli
Figura 3. Autossidazione dell’acido linoleico a 37 °C per 32 ore in presenza di basse
concentrazioni di BHT, α-tocoferolo ed estratto metanolico di Daphne gnidium. *= p <
0,001 verso 18:2 ox.
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estratti hanno mostrato una certa capacità di protezione, dovuta in parte a proprietà
chelanti, ad eccezione dell’estratto metanolico di Artemisia arborescens (dati non
mostrati). Anche in questo caso l’estratto metanolico di Daphne gnidium è risultato il più
attivo. L’EDTA è stato utilizzato come composto di riferimento, e la protezione è stata
del 60% a tutte le concentrazioni testate. Gli oli essenziali di Eucalyptus globulus e
Calycotome villosa non sono stati testati in presenza di ferro ed EDTA a causa
dell’insolubilità in metanolo. Nelle condizioni sperimentali utilizzate, nessuno degli
estratti testati ha mostrato alcuna attività proossidante.
In Tab. 1 sono riportati i valori di IC50, concentrazione di estratto che da una inibizione
del 50% del processo ossidativo. L’estratto metanolico di Daphne gnidium si è mostrato
il più potente inibitore dell’autossidazione dell’acido linoleico, presentando un valore di
IC50 = 2 µg (1:500). È da sottolineare anche l’attività dell’Eucalyptus globulus, che ha
mostrato un valore di IC50 = 7 µg (1:143).
In tutti i sistemi sperimentali, per ogni estratto testato e per le molecole pure di
riferimento, è stato determinato il valore degli idroperossidi isomeri cis-trans (c,t) e trans-
trans (t,t) formati, ed è stato calcolato il rapporto c,t/t,t. Il sistema lipidico utilizzato
permette infatti di discriminare gli idroperossidi geometrici che si sono formati durante
l’autossidazione dell’acido linoleico, e dall’osservazione del rapporto c,t/t,t si può avere
un’idea del prevalente meccanismo d’azione esercitato dall’estratto testato. La formazio-
ne degli idroperossidi isomeri, durante l’autossidazione, segue un andamento paraboloide,
con un iniziale spostamento verso gli isomeri c,t, che scompare man mano che procede
la degradazione dell’acido grasso, ma che viene incrementato in presenza di un antiossidante
che agisce come forte donatore di atomi di idrogeno. I dati più significativi, ottenuti
durante l’autossidazione dell’acido linoleico, sono riportati in Tab. 2 e in Tab. 3.
Solo nel caso dell’α-tocoferolo il rapporto c,t/t,t si è mostrato chiaramente spostato
verso gli isomeri c,t, sebbene anche per il BHT e per l’estratto metanolico di Daphne
Estratto IC50
Daphne gnidium (estratto metanolico) 2,0 µg
Eucalyptus globulus (olio essenziale) 7,0 µg
Calycotome villosa (olio essenziale) 14,5 µg
Artemisia arborescens (olio essenziale) 28,0 µg
Artemisia arborescens (estratto metanolico) 28,0 µg
Calycotome villosa (estratto metanolico) 34,5 µg
Tabella 1. Valori di IC50 (concentrazione che da una inibi-
zione del 50%) calcolati dalla curva che mette in relazione
la concentrazione residua di acido linoleico con le concen-
trazioni di estratto e gli idroperossidi formati durante
l’autossidazione dell’acido linoleico a 37 °C.
24 M. DEIANA, A. ROSA, V. CROBU, M. ISOLA, S. PACCAGNINI, V. CASU, R. PIGA, M.A. DESSÌ
Tabella 2. Valore degli idroperossidi HPODE isomeri formati durante l’autossidazione
dell’acido linoleico a 37 °C per 32 ore in presenza di (α-tocoferolo ed estratto metanolico
fogliare di Daphne gnidium. Sono inoltre riportati il rapporto c,t/t,t e i valori di
riferimento ottenuti dall’autossidazione dell’acido linoleico. * = p < 0,001 verso 18:2 ox.
HPODE c,t HPODE t,t c,t/t,t HPODE c,t HPODE t,t c,t/t,t
(µg) (µg) (µg) (µg)
18:2 18,98 ± 3,59 4,57± 0,96
18:2 ox 22,83 ± 3,36 20,44 ± 2,75
Daphne gnidium α-tocoferolo
1 µg 103,86* ± 20,88 66,70* ± 12,46 1,56 68,49* ± 13,38 57,04* ± 11,72 1,20
2,5 µg 101,19* ± 15,95 79,76* ± 15,61 1,27 13,90* ± 2,87 6,17* ± 2,62 2,25
5 µg 12,76* ± 4,33 8,34* ± 1,82 1,53 11,94* ± 0,12 1,88* ± 0,22 6,35
10 µg 6,06* ± 0,26 1,82* ± 0,46 3,33 15,39* ± 0,63 2,40* ± 0,54 6,41
20 µg 6,31* ± 0,66 1,58* ± 0,13 3,99 19,50 ± 1,94 1,51* ± 0,20 12,91
30 µg 7,24* ± 0,77 1,28* ± 0,26 5,66 22,52* ± 2,14 1,95* ± 0,34 11,55
50 µg 9,63* ± 0,93 1,30* ± 0,09 7,41 28,97* ± 4,00 2,19* ± 0,41 13,23
100 µg 13,45* ± 1,27 1,36* ± 0,11 9,89 41,16* ± 3,69 2,03* ± 0,21 20,28
Tabella 3. Valore degli idroperossidi HPODE isomeri formati durante l’autossidazione
dell’acido linoleico a 37 °C per 32 ore in presenza di BHT ed olio essenziale di Eucalyptus
globulus. Sono inoltre riportati il rapporto c,t/t,t e i valori di riferimento ottenuti
dall’autossidazione dell’acido linoleico. * = p < 0,001 verso 18:2 ox.
HPODE c,t HPODE t,t c,t/t,t HPODE c,t HPODE t,t c,t/t,t
(µg) (µg) (µg) (µg)
18:2 19,08 ± 3,84 5,40 ± 1,40 3,53
18:2 ox 62,44 ± 10,51 48,11 ± 8,77 1,30
BHT Eucalyptus globulus
5 µg 3,07* ± 0,23 0,81* ± 0,09 3,79 119,85* ± 11,36 83,14* ± 9,57 1,44
10 µg 2,96* ± 0,22 0,75* ± 0,09 3,95 111,07 * ± 18,64 81,01* ± 13,99 1,34
15 µg 2,79* ± 0,21 0,69* ± 0,06 4,04 63,78 ± 12,95 51,18* ± 13,37 1,25
25 µg 3,22* ± 0,19 0,84* ± 0,10 3,83 4,65* ± 0,90 2,23* ± 0,76 2,09
50 µg 2,85* ± 0,22 0,51* ± 0,03 5,59 3,34* ± 0,29 1,11* ± 0,17 3,01
100 µg 3,02* ± 0,29 0,43* ± 0,20 7,02 3,72* ± 0,61 1,15* ± 0,37 3,23
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gnidium si è osservato un leggero spostamento, crescente con l’aumentare della concen-
trazione. L’olio essenziale di Eucalyptus globulus, così come gli altri estratti (dati non
riportati), non ha mostrato alcuno spostamento del rapporto.
Gli estratti ottenuti dalle piante sono complesse miscele di componenti; l’attività
antiossidante risultante viene ottenuta attraverso più di un meccanismo. I nostri dati
mostrano come il rapporto c,t/t,t sia spostato verso gli isomeri c,t quando l’α-tocoferolo
è presente nella miscela di incubazione, ma anche nel caso dell’estratto metanolico di
Daphne gnidium il prevalente meccanismo d’azione sembra implicare un’attività di
donazione di atomi di idrogeno. Questo è in accordo con quanto riportato in letteratura
e confermato dalle nostre analisi sulla composizione degli estratti [13]. L’estratto
metanolico fogliare di Daphne gnidium contiene infatti α-tocoferolo, cumarine e flavonoidi.
L’olio essenziale di Eucalyptus globulus e l’estratto metanolico di Daphne gnidium
sono risultati gli antiossidanti più attivi. L’olio essenziale di Eucalyptus globulus viene
largamente utilizzato nei prodotti cosmetici, e l’estratto metanolico fogliare di Daphne
gnidium possiede una buona tollerabilità cutanea. Questi risultati suggeriscono che
l’estratto metanolico fogliare di Daphne gnidium possa essere considerato per un
possibile utilizzo nell’industria cosmetica, per la sua notevole capacità di agire come
antiossidante, grazie alla ricchezza in composti fenolici, e di inibire la crescita di diversi
microorganismi patogeni.
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